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RINGKASAN 
Kebutuhan energi dan bahan bakar yang tinggi di Indonesia menjadikan pemanfaatan 
bioetanol sebagai alternatif sumber energi terbarukan terus berkembang. Bioetanol dapat 
diperoleh dari proses konversi biomassa yang mengandung gula melalui proses fermentasi 
oleh mikroba seperti khamir. Beberapa jenis khamir memiliki kemampuan dalam produksi 
etanol, akan tetapi memiliki keterbatasan terhadap suhu tinggi. Sebagai salah satu negara 
beriklim tropis, Indonesia memiliki potensi sebagai sumber penghasil khamir dengan sifat 
thermotolerant. Eksplorasi khamir tahan suhu tinggi dari sumber daya di Indonesia dilakukan 
karena memberikan banyak keuntungan pada penggunaan skala industri. Salah satu 
sumber daya alam melimpah yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber isolat khamir adalah 
bunga. Bunga lokal Indonesia memiliki potensi sebagai sumber isolat khamir karena 
kemampuannya tumbuh di iklim tropis dengan suhu yang cenderung tinggi, sehingga 
menyediakan tempat untuk khamir thermotolerant tumbuh dan beradaptasi. Penelitian ini 
ditujukan untuk mengisolasi dan menyeleksi khamir thermotolerant dari bunga lokal 
Indonesia. Dipilih lima bunga lokal yang dijadikan sumber isolat khamir, antara lain bunga 
kencana ungu, bunga lengkuas merah, bunga kamboja merah, bunga jarak betawi, dan 
bunga alamanda. Kelima bunga lokal ini kemudian diisolasi dengan teknik sampling untuk 
mendapatkan isolat khamir. Isolat yang didapatkan kemudian diuji ketahanannya terhadap 
suhu tinggi dan ketahanannya terhadap kadar etanol. Pengujian kadar etanol yang 
dihasilkan oleh isolat yang didapat juga dilakukan untuk mengetahui potensi isolat khamir 
thermotolerant tersebut dalam menghasilkan etanol. Diperoleh 3 isolat khamir berasal dari 
bunga lengkuas merah, kencana ungu, dan alamanda. Ketiga isolat tersebut mampu 
tumbuh dan bertahan hidup dengan baik hinga suhu 45℃ dan etanol kadar 7,5%, akan 
tetapi tidak memiliki kemampuan memproduksi etanol yang tinggi. Rata-rata kadar etanol 
yang dihasilkan isolat khamir setelah difermentasi selama 48 jam suhu 40℃ adalah sebesar 
0,11%, dengan isolat dari bunga Alamanda sebagai penghasil etanol tertinggi yaitu sebesar 
0,13%. 
Kata kunci: Isolasi, khamir thermotolerant, bunga lokal Indonesia, bioetanol, fermentasi 






The high demand for energy and fuel in Indonesia utilizes bioethanol as an alternative 
source of renewable energy which continues to grow. Bioethanol can be obtained from the 
conversion process of biomass containing sugar through the fermentation process by yeast. 
Several types of yeast have the ability to produce ethanol, but have limitations on high 
temperatures. As a tropical country Indonesia has a potential to be the source of 
thermotolerant yeast. Exploration of thermotolerant yeast is necessary because it provide a 
lot of advantages. One of the abundant natural resources that can be used as a source of 
yeast isolates is flowers. Indonesian local flowers offered a high potential as a source of 
yeast isolates because of their ability to grow in tropical climates with high temperature, thus 
providing a place for thermotolerant yeasts to grow and adapt. Hence, this paper intends to 
isolate and select thermotolerant yeasts from local Indonesian flowers. Five local flowers 
were selected as sources of yeast isolates, including Ruellia tuberosa, Alpinia purpurata, 
Adenium obseum, Allamanda cathartica, Jatropha integerrima. These flowers were then 
isolated by the sampling technique to get the yeast. High-temperature resistance assay and 
high ethanol level assay were obtained to determine the potential of isolated yeast in 
producing ethanol. Based on the results, 3 isolates were obtained from Ruellia tuberosa, 
Alpinia purpurata, Allamanda cathartica. These three isolate was able to grow and survive 
well up to a temperature of 45 7 and ethanol content of 7.5%, but not have the ability to 
produce high ethanol. The average ethanol content produced by yeast isolates after being 
fermented for 48 hours at 40℃ temperature was 0.11%, with isolates from Alamanda as the 
highest ethanol producer, which was 0.13%. 
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1.1. Latar Belakang 
Bioetanol merupakan salah satu jenis bahan bakar alternatif pengganti bahan bakar 
minyak (BBM) yang diproduksi dari biomassa yang mengandung komponen gula, pati, dan 
selulosa melalui proses fermentasi gula oleh khamir (Ariyanti dan Hadiyanto, 2013). 
Produksi bioetanol di dunia terus mengalami peningkatan setiap tahunnya, disebabkan 
karena berkurangnya jumlah cadangan minyak bumi dunia dan di saat yang sama 
kebutuhan akan bahan bakar juga terus meningkat. Berdasarkan data RUEN (Rencana 
Umum Energi Nasional) 2017 oleh Institute for Essential Services Reform (IESR) dan 
Indonesian Institute for Energy Economics (IIEE) kebutuhan bahan bakar minyak Indonesia 
pada tahun 2020 adalah sebanyak 1.544 ribu bopd (barrel oil per day) sedangkan produksi 
minyak bumi sendiri hanya sebanyak 520,3 ribu bopd, dimana sebanyak 30% akan 
diekspor, sehingga hanya tersisa 365 ribu bopd untuk memenuhi kebutuhan minyak bumi 
(Institute for Essential Service Reform, 2019).  
Peningkatan produksi bioetanol perlu dilakukan sebagai energi alternatif pengganti 
minyak bumi yang memiliki karakteristik dapat diperbaharui dan lebih ramah lingkungan. 
Proses produksi ini akan tetapi masih menghadapi beberapa tantangan seperti biaya 
produksi yang mahal, bahan baku biomassa lignoselulosa yang memerlukan pengolahan 
pendahuluan (pre-treatment), dan ketidakmampuan khamir dalam fermentasi etanol pada 
suhu tinggi (Sumerta and Kanti, 2017). Perlu dilakukan pengembangan agar proses 
produksi bioetanol menjadi lebih hemat biaya, salah satunya adalah memproduksi etanol 
dengan fermentasi khamir dalam skala industri yang biasanya dilakukan pada suhu tinggi. 
Produksi bioetanol suhu tinggi memiliki beberapa kelebihan, yaitu mengurangi 
kemungkinan kontaminasi dan mengurangi biaya pendinginan yang biasa dilakukan setelah 
proses likuifikasi (Techaparin and Klanrit 2017). Salah satu alternatif yang dapat dilakukan 
untuk menunjang proses ini adalah dengan mengeksplorasi salah satu komponen penting 
dalam produksi bioetanol, yaitu mikroorganisme yang menjalankan proses fermentasi.   
Beberapa jenis khamir memiliki kemampuan dalam produksi etanol, akan tetapi memiliki 
keterbatasan terhadap suhu tinggi. Khamir thermotolerant (tahan suhu tinggi) dipilih karena 
banyak memberi keuntungan dibanding khamir pada umumnya, antara lain aktivitas 
metabolik yang cepat dan laju fermentasi yang tinggi sehingga menghasilkan produk yang 
lebih banyak. Meningkatnya suhu fermentasi akan memudahkan proses pendinginan 





juga dapat menurunkan resiko kontaminasi selama proses fermentasi etanol, sehingga 
menurunkan biaya produksi di skala industri (Talukder et al., 2016). Penelitian ini dilakukan 
dengan harapan dapat mengeksplorasi spesies-spesies khamir thermotolerant yang 
terdapat di alam, khususnya pada bunga lokal Indonesia, untuk kemudian dimanfaatkan 
dalam proses produksi Bioetanol. 
1.2. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah yang ingin dijawab pada penelitian ini yaitu: 
 Apakah terdapat isolat khamir thermotolerant dari bunga lokal Indonesia? 




Tujuan dari dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah terdapat isolat 
khamir thermotolerant yang dapat ditemui dari bunga lokal Indonesia. Kemudian, tujuan lain 
dari dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi isolat khamir 
thermotolerant dari bunga lokal Indonesia dalam memproduksi etanol. 
 
1.4. Manfaat  
Penelitian ini dilakukan dengan harapan dapat mengeksplorasi khamir thermotolerant 
dari isolat bunga lokal Indonesia yang kemudian dapat digunakan untuk meningkatkan 
efektivitas produksi etanol suhu tinggi melalui proses fermentasi. Penelitian ini juga 
diharapkan dapat meningkatkan wawasan keilmuan mahasiswa dan dapat diterapkan di 









2.1.1 Taksonomi Khamir 
 Khamir merupakan jamur bersel tunggal yang berkembang biak dengan tunas atau 
membelah. Ia masuk ke dalam Kingdom Eumycota yang dibagi menjadi Phylum 
Ascomycota dan Basidiomycota. Khamir Ascomycota melakukan perkembang-biakan 
seksual dengan membentuk askospora yang berbentuk seperti kantung sedangkan 
Basidiomycota perkembang-biakannya seksualnya dilakukan dengan membentuk 
basidiospora (Sumerta and Kanti, 2017).  
 Phylum Ascomycota adalah phylum yang sering digunakan dalam proses 
fermentasi contohnya pada pembuatan kecap, bir, roti, tergantung pembagian kelasnya. 
Phylum ini dibagi menjadi 3 golongan yaitu Class Archiascomycetes, Class 
Hemiascomycetes dan Class Euascomycetes. Archiascomycetes memiliki ciri askus 
yang tidak tertutup oleh askokarp (tubuh buah), dinding sel yang berlapis dua, dan 
dapat bereproduksi aseksual dengan pembentukan tunas secara enteroblastik 
(pembelahan sel yang terjadi dari bagian dalam dinding sel yang lama), contohnya 
genus Taphrina.  
 Class Hemiascomycetes memiliki ciri yang sama dengan Archiascomycetes hanya 
saja dibedakan dengan reproduksi aseksualnya yang membentuk tunas secara 
holoblastik (pembelahan sel terjadi dari dinding sel yang lama), contohnya 
Saccharomyces. Khamir Class Euascomycetes mempunyai askus yang tertutup oleh 
askokarp (tubuh buah), dan biasa dikenal dengan fungi yang menyerupai khamir atau 








       (a)                                       (b) 
Gambar 2.1 Morfologi Khamir secara Mikroskopis 





(Selbmann et al., 2014) (Amara, 2015) 
 
 
2.1.2  Morfologi Khamir 
 Morfologi merupakan hal penting berkaitan dengan klasifikasi dan identifikasi 
khamir, yaitu mencakup deskripsi bentuk sel, ukuran sel, bentuk koloni, warna koloni, 
tekstur dan permukaan koloni. Secara umum khamir memiliki ukuran sel dengan 
panjang 2-50 µm dan lebar 1-10 µm dan tidak memiliki flagela atau organ untuk 
bergerak (Rini, 2017). Variasi morfologi khamir tersebut dapat dijadikan parameter 
pembeda antar kelas dan genus dilihat secara makroskopis dan mikroskopis (Febrianti, 
2017).   
 Morfologi makroskopis khamir mencakup tekstur koloni, warna koloni, permukaan 
koloni dan bentuk koloni. Bentuk koloni sendiri dapat berupa bulat-bulat, titik, tidak 
teratur seperti akar maupun berbenang sementara untuk permukaan koloni dapat 
berbentuk datar, timbul melengkung, timbul mencembung, timbul mendatar dan 
sebagainya (Rini, 2017). Warna koloni pun terbagi menjadi beberapa, pada kelas 
Ascomycetes pigmen warna ditunjukkan dengan warna putih atau krem atau bisa pula 
disimpulan tidak berpigmen warna, sedangkan pada kelas Basidiomycetes umumnya 
memiliki pigmen warna terang seperti merah muda, jingga, dan merah (Citra, 2019). 
 Morfologi mikroskopis khamir yang diamati antara lain bentuk sel, ukuran sel 
khamir, dan reproduksi sel. Sel khamir terdiri dari kapsul, dinding sel, nukleus, 
membran sitoplasma, vakuola, mitonkondria, globula lipid, volutin atau polifosfat dan 
sitoplasma (Rini, 2017). Bentuk dan bagian struktural khamir dapat digambarkan 
sebagai objek tiga dimensi, seperti bola, globe, silinder, seperti telur dll. Ukuran sel 
khamir lebih besar dibanding dengan bakteri, dan penyusun selnya juga nampak lebih 
jelas dibanding bakteri, sehingga khamir cenderung lebih mudah diamati (Madigan, 
2015). Khamir secara khas melakukan pembelahan sel dengan cara bertunas 
(budding). Pada proses pertunasan sel baru akan terbentuk dan terjadi perkembangan 
kecil dari sel yang tua (induk), kemudian sel baru mengalami pembesaran dan 
memisahkan diri dari induknya, apabila tunas-tunas baru tetap bersama maka akan 
terlihat seperti filamen yang biasa disebut pseudohypha. Ada tidaknya pertunasan dan 
banyaknya tunas pada sel khamir biasa diperhatikan dalam pengamatan mikroskopis 





 Saccharomyces cerevisae dari kelas Acomycetes merupakan khamir yang paling 
sering dimanfaatkan pada industri, dan memiliki ciri paling khas diantara yang lain. 
Khamir ini berbentuk telur, elips, kadang bulat khas dengan dimensi 4-8 µm, dengan 
diameter 4-7 µm atau 7-10 µm untuk sel elips. Saccharomyces cerevisiae termasuk sel 
eukariot yang memiliki semua komponen utama sel seperti endoplasma, mitokondria, 
badan golgi, vakuola, dan sitoskeleton. Koloni Sachharomyces cenderung 
berpermukaan datar, dengan warna kusam atau keputihan, bertekstur halus dan 









Gambar 2.2  Ultrastruktur Khamir  




2.1.3  Habitat Khamir 
 Khamir dapat dijumpai di beberapa habitat meskipun persebarannya tidak 
sebanyak bakteri. Khamir dapat diisolasi dari tanah, dari air, juga pada tanaman, 
serangga maupun hewan. Pada hewan, khamir non-patogenik biasa ditemukan di 
saluran usus hewan maupun kulit hewan berdarah panas, sedangkan khamir bersifat 
patogen bagi manusia dan hewan biasanya berasal dari tanah kemudian dibawa 
melalui serangga sebagai perantaranya, contohnya adalah spesies Candida albicans  
(Gustavo and Salazar, 2016). Kondisi permukaan tanaman dan area dekomposing yang 
terdapat banyak senyawa organik menjadi salah satu alasan banyaknya khamir tumbuh 
karena merupakan tempat yang baik untuk pertumbuhan khamir (Gustavo and Salazar, 
2016) 
 Khamir juga dapat ditemukan di setiap meter kubik atmosfer, seperti Debaromyces, 
Cryptococcus, Rhodotula,dan Sporobolomyces yang tersebar di udara beberapa lapis 





biasanya sekitar 10.000 sel/g tanah dan dapat diisolasi dari bagian atas tanah atau 
lapisan aerobik sedalam 10-15cm, contohnya adalah Lipomyces dan Schwanniomyces 
(Gustavo and Salazar, 2016). Tanah cenderung menjadi tempat penyimpanan atau 
tempat kelangsungan hidup jangka panjang bagi khamir dibanding menjadi habitatnya 
untuk tumbuh. 
 Di permukaan air khamir juga bisa ditemukan khususnya di air tawar dan air asin, 
tetapi tidak terdapat dalam jumlah besar (hampir 1000 sel / L), sebagian besar isolat 
khamir air merupakan genera berpigmen merah (Rhodotorula). Spesies Debaromyces 
hansenii adalah khamir halotolerant yang dapat tumbuh dalam larutan air garam yang 
hampir jenuh (Gustavo and Salazar, 2016). 
 Pada tanaman khamir dapat ditemukan pada bagian daun, batang, bunga maupun 
buahnya, khususnya pada biji maupun buah yang banyak mengandung gula 
(Suryaningsih, 2018). Populasi khamir banyak dijumpai pada nektar bunga karena 
tanaman penghasil nektar memberi keuntungan bagi khamir. Nektar yang dihasilkan 
bunga menjadi sumber nutrisi bagi khamir, selain itu ketika suhu dingin khamir juga 
dapat membantu tanaman penghasil nektar menjadi hangat dengan fermentasi gula 
nektar. Fermentasi gula nektar ini menyebabkan terjadinya pemanasan bunga yang 
mempercepat pertumbuhan tabung serbuk sari dan menarik serangga untuk melakukan 
penyerbukan (Citra, 2019). Umumnya bunga dan buah-buah negara tropis terutama 
yang tumbuh pada dataran rendah memiliki kadar gula lebih tinggi karena intensitas 
cahaya yang lebih tinggi sehingga proses fotosintesis lebih lama. Kadar gula yang tinggi 
ini sangat baik bagi khamir untuk tumbuh dan berfermentasi (Periadnadi, 2018). 
Macam-macam spesies khamir yang dapat dijumpai pada buah dan bunga antara lain 
seperti Saturnispora silvae, Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia, Wickerhamiella, 
juga Candida sp. dan Pichia sp (Sumerta and Kanti, 2017) 
2.1.4  Metabolisme Khamir 
 Khamir sudah banyak dimanfaatkan sejak dulu dalam proses fermentasi alkohol 
seperti pada pembuatan wine dan tapai, juga dapat digunakan untuk produksi etanol 
melalui proses fermentasi gula. Secara umum, khamir memiliki dua jalur produksi ATP 
dari glukosa, yaitu respirasi dan fermentasi. Kedua jalur dimulai dengan glikolisis yang 
menghasilkan produksi dua molekul piruvat dan ATP per glukosa. Dalam fermentasi, 
piruvat kemudian diubah menjadi etanol. Pada proses ini, tidak dihasilkan ATP 
tambahan akan tetapi hanya mendaur ulang NAD+ yang dikonsumsi dalam glikolisis 





Pada tingkat oksigen dan glukosa yang cukup, khamir positif crabtree melakukan 
fermentasi dan respirasi secara bersamaan (Pfeiffer and Morley, 2014). 
 Proses ini terjadi karena adanya sistem transfer gula dan sistem enzim yang dapat 
menghidrolisis gula dengan akseptor elektron alternatif selain oksigen dengan pH 
kisaran 3.5-6.0 dan suhu 28-35℃ (Ruriani 2012). Gula tersebut akan diasimiliasi melalui 
jalur Embden-Meyerhorf-Parnas atau jalur EMP yang biasa dikenal juga dengan jalur 
glikolisis. Proses ini terjadi secara anaerobik dan akan menghasilkan piruvat yang 
kemudian akan dioksidasi oleh enzim alkohol dehidrogenasi (Arlianti, 2018). 
 Selama proses fermentasi, sel khamir menjalani fase lag, fase log, dan fase 
stationer dimana substrat akan dikonversi menjadi karbondioksida dan etanol atau 
berasimilasi menjadi lipid, asam amino, asam nukleat, serta senyawa ester yang 
memiliki aroma. Khamir yang ditumbuhkan pada media dengan konsentrasi gula tinggi 
akan mengasimilasi 3-20% glukosa yang tersedia sedangkan sisanya akan 
dimanfaatkan melalui jalur fermentasi untuk memproduksi etanol (Gandjar, 2006). 
Faktor pendukung lain juga perlu diperhatikan, seperti nutrisi yang dibutuhkan (karbon, 
hidrogen, oksigen, nitrogen, fosfat, dll), dan suhu yang digunakan pada saat proses 
fermentasi berlangsung. Setelah proses fermentasi berakhir kemudian proses tersebut 




Gambar 2.3 Metabolisme Energi Khamir  
(Pfeiffer and Morley, 2014) 
2.2. Metode Isolasi Khamir 
 Isolasi khamir adalah metode yang dilakukan untuk mengisolasi suatu 
mikroorganisme dari suatu sampel untuk dikembangbiakkan pada media tertentu. Pada 
metode isolasi khamir perlu diperhatikan beberapa faktor berikut supaya hasil yang 





dan osmotik media (Kurtzman et al., 2011). Setelah memastikan faktor tersebut 
terpenuhi dan sesuai kebutuhan masing-masing khamir yang diinginkan teknik isolasi 
bisa dilakukan. Teknik isolasi sendiri secara umum dibagi menjadi streak plate, pour 
plate, dan spread plate (Sanders, 2012). 
Streak plate merupakan metode yang digunakan untuk mengisolasi 
mikroorganisme dari beberapa populasi sampel dengan teknik kuadran sehingga 
mendapatkan isolat kultur murni. Pada metode ini kebanyakan sampel berasal dari 
media padat. Prinsip dasar yang digunakan pada streak-plating yaitu membentuk koloni 
hasil dari pertumbuhan satu sel. Streak plate dilakukan dengan mengambil sampel 
menggunakan ose loop kemudian digoreskan secara zigzag pada tiap satu kuadran 
yang terdapat pada media agar dan pada tiap pergantian kuadrannya ose yang 
digunakan dipanaskan, sehingga pada kuadran terakhir diperoleh sel yang paling 
sedikit dengan ditandai tumbuhnya koloni tunggal (Vanmeter and Hubert, 2015) 
Metode Pour plate sering digunakan untuk menghitung jumlah mikroorganisme 
dalam sampel campuran dengan melakukan perhitungan cawan yang layak, dimana 
jumlah total unit pembentuk koloni di dalam agar dan di permukaan agar dalam satu 
cawan dihitung. Pour plate dapat digunakan juga untuk membuat kurva standar dengan 
menghitung koloni dan konsentrasi sel dalam tabung. Metode ini dilakukan dengan 
menambahkan sampel ke dalam media agar cair sebelum memadat, menghasilkan 
koloni yang terdistribusi merata ke seluruh media ketika memadat (Sanders, 2012). 
Teknik Spread plate dilakukan dengan menuangkan sampel pada media agar 
padat kemudian disebar dengan spreader atau meja putar dan batang kaca logam yang 
berbentuk seperti tongkat hoki. Hal ini berfungsi untuk memfasilitasi penyebaran sel di 
seluruh permukaan agar. Metode spread plate biasanya digunakan untuk memisahkan 
mikroorganisme yang terkandung dalam volume sampel kecil kemudian disebarkan di 
atas permukaan cawan agar, tujuannya adalah untuk menumbuhkan populasi yang 
memiliki genotip tertentu, bukan untuk memastikan semua sel yang hidup membentuk 
koloni berbeda dengan metode pour plate (Sanders, 2012) 
 
2.3. Identifikasi Mikroba 
Identifikasi khamir dilakukan untuk mengetahui karakteristik khamir serta untuk 
membandingkan fenotip dan genotipnya yang belum diketahui. Identifikasi ini dapat 
dilakukan dengan 2 metode yaitu secara konvensional dan molekuler (Citra, 2019). 





morfologi dan fisiologi, sedangkan identifikasi molekuler bertujuan untuk mengetahui 
genotip dari khamir (Bisen et al 2012). 
 Identifikasi konvensional dapat dilakukan dengan pengamatan karakteristik secara 
makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan secara makroskopik dilakukan degan mata 
telanjang yaitu tanpa menggunakan alat bantu apapun, misal pengamatan morfologi 
koloni meliputi bentuk koloni, warna, tepi dan elevasi koloni (Diana et al., 2016). 
Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan menggunakan mikroskop, dimana hal-hal 
yang akan diamati antara lain morfologi sel seperti bentuk sel, pseudo hifa atau true hifa 
serta reproduksi vegetatifnya (Diana et al., 2016) 
 Metode identifikasi molekuler dapat dilakukan dengan beberapa cara, antara lain 
dengan melihat karakterisasi biokimia seperti produksi enzim maupun reaksi 
aerobik/anaerobik dan melihat karakter metabolik, bisa juga  melakukan analisa asam 
lemak menggunakan analisis gas kromatografi dengan mengidentifikasi marker 
terhadap komponen asam lemak, selain itu juga dapat melakukan hibridisasi asam 
nukleat maupun dengan sekuensing gen rRNA atau amplifikasi sekuen DNA spesifik 
menggunakan PCR (Bisen et al, 2012).  
2.4. Bioetanol 
 
Gambar 2.4 Struktur Etanol 
(Arlianti, 2018) 
 
 Bioetanol adalah etanol yang dihasilkan dari proses fermentasi glukosa. Rumus 
molekulnya adalah C2H5OH dengan rumus bangun CH3-CH2-OH dan lebih sering 
ditulis dengan EtOH (Arlianti, 2018). Produksi etanol dengan fermentasi glukosa ini 
sumbernya berasal dari bahan baku yang mengandung tinggi glukosa contohnya buah-
buahan seperti pisang, apel, mangga, nanas. Sumber lain seperti ubi, jagung, tebu, 
gandum, dan beberapa bagian tanaman seperti daun serta bunga juga merupakan 
habitat khamir berfermentasi. Fermentasi dilakukan dengan bantuan mikroorganisme 
khamir seperti Saccaharomyces cerevisiae, Pichia sp., dll melalui jalur EMP (Embden 
Meyerhof Parnas). Jalur EMP dikenal juga dengan jalur glikolisis, terjadi secara 
anaerobik dan akan menghasilkan piruvat yang kemudian akan dioksidasi oleh enzim 





proses tersebut  akan dilanjutkan dengan destilasi untuk memperoleh alkohol murni 
(Simbolon, Wijaya and Gunam, 2018). 
 
Gambar 2.5 Jalur bioproses etanol pada jalur glikolisis 
(Madigan, 2015) 
 
 Bioetanol sendiri bisa digunakan sebagai bahan bakar alternatif yang biasa 
dicampurkan dengan bensin dengan rasio tertentu pada komposisinya. Penggunaan 
bioetanol sebagai bahan bakar memiliki keuntungan yaitu titik nyala nya tiga kali lebih 
tinggi dibandingkan bensin, dan juga lebih ramah lingkungan karena emisi hidrokarbon 
yang dihasilkan lebih sedikit. Bioetanol juga memiliki kekurangan yaitu akan lebih berat 
digunakan pada mesin ketika kondisi dingin dan akan berekasi dengan logam seperti 
alumunium dan magnesium (Arlianti, 2018). 
2.5. Faktor yang Mempengaruhi Produksi Etanol 
 Produksi Etanol tidak hanya dipengaruhi oleh fermentasi tetapi juga oleh faktor 
intrinsik lainnya. Faktor-faktor yang memengaruhi fermentasi tersebut antara lain 
temperatur, pH dan konsentrasi gula, sedangkan faktor intrinsik tersebut seperti media 
kultur, oksigen terlarut dan nutrisi lainnya (Fakruddin et al., 2012). Temperatur 
berpengaruh pada produksi etanol, karena fermentasi etanol membutuhkan temperatur 
optimal untuk mencapai kondisi yang diinginkan sehingga hasil yang didapatkan akan 
optimal pula. Berdasarkan (Lin et al., 2012) fermentasi pada temperatur rendah 
menunjukkan pertumbuhan khamir yang spesifik juga menyebabkan toleransi etanol 
yang rendah. Pertumbuhan spesifik yang maksimum ditunjukkan ketika temperatur 
mencapai rentang 30-45℃.  
 Produksi etanol meningkat secara bertahap ketika fermentasi dilakukan pada 





25℃ etanol yang dihasilkan sebanyak 28,84 g/L sedangkan pada suhu 28℃ etanol 
yang dihasilkan sebanyak 80,42 g/L, dan pada suhu 30℃ konsentrasi etanol tertinggi 
tercapai yaitu sebanyak 86,9 g/L. Secara umum dipilih temperatur 20-35℃ sebagai 
temperatur ideal untuk proses fermentasi karena apabila temperatur terlalu tinggi akan 
menjadi masalah bagi proses produksi etanol (Lin et al., 2012). 
 Faktor lainnya yang mempengaruhi fermentasi etanol adalah konsentrasi substrat. 
Substrat merupakan bahan baku fermentasi dengan nutrien di dalamnya yang 
digunakan untuk memenuhi kebutuhan mikroba tumbuh. Nutrien utama yang biasa 
dibutuhkan mikroba adalah karbohdirat atau lebih sederhananya yaitu glukosa, karena 
hanya glukosa saja yang dapat diubah menjadi etanol (Hermansyah, Novia and 
Wiraningsih, 2016). Pengaruh substrat dengan fermentasi etanol menurut (Lin et al., 
2012) yaitu semakin tinggi konsentrasi substrat maka memungkinkan tingginya etanol 
yang dihasilkan, seiringan hal tersebut maka diperlukan waktu inkubasi yang lebih lama 
sampai dihasilkan etanol yang optimal.  
 Faktor berikutnya adalah pH, pada pH asam atau yang lebih rendah dari pH 4 maka 
diperlukan waktu inkubasi yang lebih lama untuk mendapatkan hasil etanol yang 
maksimal. Ketika pH diatas 5, kuantitas etanol yang dihasilkan berkurang secara 
bertahap (Lin et al., 2012). Menurut percobaan Lin, fermentasi yang dilakukan pada pH 
4-5 menghasilkan kadar etanol yang cukup tinggi dengan waktu inkubasi yang cepat, 
akan tetapi produksinya cepat turun pada inkubasi setelah 72 jam. Pada fermentasi 
yang tidak dikontrol pH nya, kadar etanol yang dihasilkan sangat tinggi meski 
membutuhkan waktu sedikit lebih lama, akan tetapi setelah produksi mencapai titik 
tertinggi, proses fermentasi etanol tidak langsung turun dan masih memproduksi etanol 
dengan kadar yang tinggi.  
 Faktor lain yang memengaruhi produksi etanol adalah agitasi pada reaktor, 
produksi etanol yang dilakukan dibawah kondisi agitasi yang baik cenderung lebih 
banyak menghasilkan etanol (Fakruddin et al., 2012). Produksi etanol yang tinggi terjadi 
pada saat shaker bergerak pada kecepatan 115 rpm yaitu sebanyak 79 g/L, dibanding 
pada kecepatan 130 rpm yang hanya menghasilkan etanol sebanyak 72,68 g/L. 
2.6. Bunga Lokal 
  Indonesia merupakan negara tropis yang dikenal dengan biodiversitas tanaman nya 
yang beragam. Negara ini bahkan termasuk negara kedua dengan tingkat biodiversitas 
paling tinggi di dunia terbukti dengan banyaknya spesies yang tumbuhan yang dapat 





lebih sebanyak 20.000 spesies bunga dapat ditemukan tumbuh di Indonesia, dan 
sebanyak 40% dari spesies tersebut adalah tanaman endemik atau tanaman asli 
Indonesia (Kusmana, 2017). Suhu yang tidak terlalu panas dan terlalu dingin, juga 
dengan kelembaban yang tepat dan curah hujan yang terdistribusi merata sepanjang 
tahun menyebabkan Indonesia cocok menjadi habitat kebanyakan tumbuhan dan biota 
lainnya (Surya 2017). Kondisi ini juga baik bagi sebagian khamir, dan akan secara alami 
menyediakan proses seleksi terhadap khamir thermotolerant. Penelitian menyebutkan 
banyak  khamir thermotolerant yang ditemui di lingkungan tropis karena kemampuannya 
bertahan di suhu yang cukup tinggi dan cuaca yang panas. Khamir tersebut dapat 
ditemukan pada banyak bagian tanaman, seperti bunga, batang, buah, juga dapat 
dijumpai pada tanah dan banyak sumber lainnya (Mohd Azhar et al., 2017). 
2.6.1. Bunga Kamboja Merah / (Adenium obesum) 
 
Gambar 2.6 Kamboja Merah 
(Shinde, Patil and Bairagi, 2014) 
 
 Bunga Kamboja Merah atau Adenium obesum merupakan tanaman hias yang 
tumbuh sebagai pohon kecil dengan ketinggian 2-8m atau sebagai semak menyebar 
dan merambat. Cabangnya agak rapuh dan akan mengeluarkan getah putih jika patah. 
Bunganya berwarna antara merah muda hingga putih dengan nuansa kekuningan, dan 
akan tumbuh pada ujung cabang selama musim panas, kemudian gugur pada bulan 
bulan yang lebih dingin (Shinde, Patil and Bairagi, 2014)       
 Adenium obesum berasal dari Amerika Selatan, utamanya di bagian tropis Amerika, 
yaitu di sekitar selatan Meksiko hingga utara Amerika Selatan. Dalam 
perkembangannya tanaman ini juga dapat ditemukan di India, Malaysia dan Indonesia, 
sehingga Kamboja Merah ini mendapat julukan tanaman tropis karena habitatnya yang 
berasal dari negara-negara tropis (Manisha and An, 2016). Berdasarkan hasil screening 





karbohidrat, saponin, dll. Sehingga banyak potensi yang dapat dimanfaatkan dan 
dikembangkan dari spesies kamboja ini (Thavamani, 2018). 
2.6.2. Bunga Lengkuas Merah / (Alpinia purpurata [Vieill] K.Schum) 
 
Gambar 2.7 Lengkuas Merah 
(Kobayashi, Mcewen and Kaufman, 2007) 
 
 Alpinia purpurata merupakan nama ilmiah untuk tanaman lengkuas merah, berbeda 
dengan kebanyakan spesies yang tergolong zingiberaceae, lengkuas merah ini 
dikategorikan sebagai tanaman hias, dengan tinggi tanamannya yang berkisar antara 1-
4 meter dengan panjang batang 12 inci. Bunganya berwarna merah dengan diameter 
berkisar 0,75-1,25 inci, dan akan membuka ketika biji nya sudah matang (Kobayashi, 
Mcewen and Kaufman, 2007) 
 Tanaman ini berasal dari kawasan tropis dan subtropis Asia Tenggara. Secara 
umum, zingiberaceae family biasa digunakan sebagai rempah-rempah pada masakan 
di daerah Asia, hingga kemudian tersebar ke bagian utara Eropa oleh pedagang-
pedagang arab. Lengkuas merah ini sangat menyukai kondisi hangat dan lembab, serta 
tanah yang kaya nutrisi (Mahr, 2018). Ia juga tumbuh dengan baik dibawa sinar 
matahari langsung ketika suhu lingkungan berkisar antara 15-21℃. Pembungaan terjadi 
sepanjang tahun dengan produksi yang lebih banyak ketika musim panas (Kobayashi, 
Mcewen and Kaufman, 2007).  






Gambar 2.8 Kencana Ungu 
(Rahman, Afsana and Islam, 2016) 
 
 Bunga Kencana ungu atau biasa juga disebut tanaman pletekean dalam bahasa 
daerah yang memiliki nama ilmiah Ruellia tuberosa, merupakan tanaman hias berasal 
dari Amerika Tropis dan ternaturalisasi di Asia Tenggara (Handayani et al., 2020). Di 
Indonesia, tanaman kencana ungu ini dapat ditemukan di banyak daerah, seperti di 
Kalimantan dan Jawa. Budidaya tanamannya mudah dan ekonomis, juga tidak 
memerlukan prosedur yang rumit (Susana, Agustina and Wahid, 2016) 
 Tanaman ini memiliki bagian bawah yang tegak dengan tinggi sekitar 0,3-0,6m. 
Akar nya kokoh dan bentuk tanamannya seperti semak-semak, setiap tahun dihasilkan 
dari rimpang kayu pendek yang merambat. Bunga nya kurang lebih berukuran 3,85 cm 
berbentuk tabung ramping dengan lima kelopak lonjong berwarna ungu dan 
perbungaannya terjadi selama setahun penuh (Rahman, Afsana and Islam, 2016). 
Kencana ungu sering dimanfaatkan sebagai tanaman obat-obatan, penutup luka karena 
memiliki kandungan fitokimia seperti akaloid, tanin, saponin, streoid, dll (Handayani et 
al., 2020). 
2.6.4. Bunga Allamanda / (Allamanda cathartica) 
 
Gambar 2.9 Allamanda 
(Petricevich and Abarca-vargas, 2019) 
 
 Allamanda cathartica atau biasa dikenal sebagai bunga alamanda atau bunga 
terompet emas ini merupakan tanaman perdu dengan tinggi yang dapat mencapai 2 
meter. Tanaman hias ini bersifat evergreen atau hijau sepanjang tahun. Bunga dan 
buahnya akan tumbuh mulai bulan April hingga Juli dan Oktober (Fartyal, 2016). Warna 
bunga nya kuning dengan kelopak berwarna hijau dengan lima sepal lanset yang 
memiliki panjang sekitar 11-17 mm. Panjang tabung bunganya sekitar 6-10 cm dengan 
tungkai yang memiliki lima lobus bulat berdiameter 9cm (Petricevich and Abarca-
vargas, 2019) 
 Bunga ini berasal dari sentral Amerika dan Brazil, kemudian dikultivasi di India 





lain mulai dari Meksiko, Venezuela, hingga benua Asia dan Afrika seperti Pakistan, 
Malaysia, Indonesia, Nigeria, Madagaskar juga di sebagian Eropa seperti Prancis 
(Petricevich and Abarca-vargas, 2019). Alamanda tumbuh di negara tropis dan 
menyukai sinar matahari langsung, ia tumbuh dengan baik di lingkungan yang hangat 
dengan kandungan garam pada tanah yang rendah. Kandungan fitokimia di dalamnya 
antara lain hidrokarbon, aldehid, keton, alkohol, ester,eter, fosfolipid,steroid, lakton, 
karbohidrat, dll. Pada struktur karbohidrat nya juga ditemui glukosa, fruktosa dan 
rhamnosa yang berasal nektar (Petricevich and Abarca-vargas, 2019). 
2.6.5. Bunga Jarak Betawi / Peregrina (Jatropha integerrima) 
 
Gambar 2.10 Jarak Betawi 
(Kolawole et al., 2017) 
 
 Jarak betawi atau peregrina merupakan tumbuhan semak yang tumbuh dengan 
ketinggian 3-10 kaki dan hampir seperti pohon. Daunnya berukuran panjang 3-6 inci 
berwarna hijau seperti beludru dan kadang berujung runcing. Beberapa memiliki bintik 
bintik ungu di bawah dan titik tajam pada lobus. Bunga J.integeriima memiliki warna 
merah muda dan sebagian merah keunguan, ia juga bercabang lima dengan sari 
kuning pada bagian tengahnya (Kolawole et al., 2017) 
 Spesies jatropha secara umum dapat ditemui di Afrika, Amerika Selatan dan 
daerah Malesia sebab ia akan tumbuh dengan baik apabila ditanam di tempat yang 
cukup banyak sinar matahari. Malesia sendiri merupakan wilayah yang membentang 
dalam ekologi Indomalaya hingga Australasia, meliputi Indonesia, Malaysia, Filipina, 
Thailand dan sebagian Australia. Tanaman ini disukai kolibri dan kupu kupu karena 







METODE PENELITIAN  
 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian dengan judul “Isolasi dan Karakterisasi Khamir Thermotolerant Untuk 
Produksi Bioetanol dari Bunga Lokal Indonesia” rencananya akan dilaksanakan di 
Laboratorium Mikrobiologi dan Pangan Jurusan THP FTP UB selama 7 bulan. 
3.2 Alat dan Bahan  
3.2.1 Alat  
  Alat yang digunakan untuk penelitian ini antara lain stomacher merk Seward 
BA-7020, autoclave sterilisasi merk GEA LS-1000I, vortex merk Thermoscientific, 
laminar air flow, timbangan analitik merk Scout pro, kompor listrik merk Maspion, 
inkubator binder, sentrifuge dingin merk Thermoscientific, shaker waterbath merk 
Memmert, Gas Chromatography merk Shimadzu, mikroskop merk Mikros, lemari 
pendingin merk Glacio, bunsen, dan glassware merk Iwaki dan Pyrex seperti beaker 
glass, jarum ose, erlenmeyer, gelas ukur, pipet ukur, tabung reaksi, spreader, dan 
cawan petri. 
3.2.2 Bahan  
  Bahan yang digunakan untuk penelitian ini antara lain bunga lokal Indonesia 
diantaranya allamanda, kencana ungu, lengkuas merah, kamboja merah, dan jarak 
betawi atau peregrina yang diperoleh dari daerah sekitar Malang. Media yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah YPGA (Yeast extract Peptone Glucose Agar) 
dan YPGB (Yeast extract Peptone Glucose Broth) merk Mercks, akuades, aseton, 
alkohol 70%, Cloramphenicol 0.05%, aquades, kapas dan spiritus. 
3.3 Metode  
 Metode penelitian yang digunakan adalah deskriptif kualitatif dan deskriptif 
kuantitatif. Dalam penelitian ini dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Metode 
yang digunakan di skripsi ini didasarkan dari (Nurcholis et al., 2020) dengan modifikasi 
seperlunya. Pelaksanaan penelitian ini secara garis besar dimulai dari pengumpulan 
sampel bunga lokal Indonesia dari daerah sekitar Malang. Bunga yang dipilih adalah 





banyak tempat di Malang, kemudian dilakukan pengujian kadar gula sampel yang 
didapatkan untuk menguji korelasi antara kadar gula sampel dengan khamir yang 
diisolasi, dilanjutkan dengan isolasi dan seleksi khamir thermotolerant di suhu 30-45°C 
untuk skrining awal, identifikasi isolat khamir secara makroskopis dan mikroskopis, 
pengamatan OD khamir untuk mengetahui waktu produksi etanol. Dipilih isolat khamir 
dengan sifat thermotolerant terbaik untuk diujikan lebih lanjut, yang terdiri atas atas uji 
sifat thermotolerant yang dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada suhu 37-45°C 
dan uji potensi produksi etanol dengan memfermentasi isolat di media YPGA dengan 
konsentrasi glukosa 10% b/v) di suhu 40°C selama 48 jam.  










3.3.1 Preparasi Media dan Reagen  
3.3.1.1. Media Yeast Peptone Glucose Agar (YPGA) (Kumar et al 2011) 
Media YPGA merupakan media yang umum digunakan untuk penumbuhan khamir.  





konsentrasi 20%, dan 1,5% agar. Pertama, 1 gram yeast extract dan 2 gram pepton 
dimasukkan dalam Erlenmeyer dan dilarutkan dalam 90 ml air. Yang kedua larutan 
tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C. 
Dibuat larutan stok glukosa 20% dengan melarutkan 20 gram glukosa ke dalam 100 
ml aquades steril. Langkah terakhir yaitu dicampurkan 90 ml yeast extract dan pepton 
dengan 10 ml glukosa 20% dan ditambahkan 1,5 gram agar. Diagram alir pembuatan 











Gambar 3.2 Diagram Alir Pembuatan Media Yeast Peptone Glucose Agar (YPGA) 
 
3.3.1.2. Media Yeast Peptone Glucose Broth (YPGB) (Kumar et al, 2011) 
Media YPGB merupakan media yang umum digunakan untuk penumbuhan khamir.  
Media ini tersusun dari (% b/v) 1% yeast extract, 2% pepton, dan 10% glukosa 
konsentrasi 20%. Pertama, 1 gram yeast extract dan 2 gram pepton dimasukkan 
dalam Erlenmeyer dan dilarutkan dalam 90 ml air. Larutan tersebut disterilisasi 
menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C. Dibuat larutan stok 
glukosa 20% dengan melarutkan 20 gram glukosa ke dalam 100 ml aquades steril. 















Gambar 3.3 Diagram Alir Pembuatan Media Yeast Peptone Glucose Broth (YPGB) 
3.3.1.3. Larutan Chloramphenicol 0,05%  
  Larutan chloramphenicol 0,05% (v/v) digunakan untuk mencegah tumbuhnya 
bakteri kontaminan. Pembuatan chloramphenicol 0,05% dilakukan dengan 
melarutkan 1 ml chloramphenicol dalam 20 ml akuades steril menggunakan 















3.3.2. Pembuatan Kurva Standar Glukosa (Rahmana, Nurhatika and Muhibuddin, 2016) 
Tahapan ini bertujuan untuk membuat kurva standar glukosa sehingga 
konsentrasi glukosa dalam sampel dapat dihitung berdasarkan absorbansi yang 
didapatkan. Pertama, dibuat larutan standar glukosa dengan variasi konsentrasi 
10%, 15%, dan 20%. Pertama, sebanyak 10 mg glukosa anhidrat dilarutkan dalam 
akuades hingga diperoleh volume 10 ml. Langkah berikutnya membuat larutan 
standar glukosa 10%, 15%, 20%, diambil masing-masing 1 ml, 1,5 ml, dan 2 ml 
glukosa anhidrat yang sudah dilarutkan untuk dilarutkan kembali ke dalam 10 ml 
aquades. Tahapan pembuatan kurva standar dimulai dengan diambil sebanyak 0,6 
ml dari masing-masing konsentrasi (10%, 15%, 20%) yang sebelumnya telah dibuat 
dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan reagen DNS 
sebanyak 2 ml. Tabung reaksi selanjutnya dipanaskan pada air mendidih selama 2 
menit agar terjadi reaksi antara glukosa dan DNS, selanjutnya tabung reaksi 
kemudian didinginkan hingga mencapai suhu ruang dan diukur absorbansinya 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm. Hasil 
absorbansi yang didapat kemudian dicatat dan diplot untuk mendapatkan kurva 
























Gambar 3.5 Diagram Alir Pembuatan Kurva Standar 
3.3.3. Pengujian Kadar Gula Sampel (Rahmana, Nurhatika and Muhibuddin, 2016) 
Uji kadar gula sampel dilakukan untuk menguji korelasi antara kadar gula sampel 
dengan khamir yang berhasil diisolasi. Hal ini dikarenakan menurut Ruriani et al 
(2012), bunga dengan kandungan gula tinggi dapat menunjang pertumbuhan khamir 
dengan baik karena khamir dapat memanfaatkan glukosa untuk tumbuh. Pertama, 
diambil 1 ml sampel yang sudah dihaluskan kemudian dicampurkan dengan 10 ml 
DNS. Langkah selanjutnya adalah memanaskan dalam air mendidih selama 2 menit 
agar terjadi reaksi antara glukosa dengan DNS kemudian dinginkan tabung reaksi 
hingga suhu ruangan. Dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis pada 540 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh selanjutnya 
diplotkan pada kurva standar untuk mengetahui konsentrasi glukosa pada sampel. 































Gambar 3.7 Diagram Alir Uji Kadar Gula Sampel 
 
3.3.4. Isolasi Khamir dari Sampel (Nurcholis et al., 2020). 
Tahapan ini bertujuan untuk mengisolasi segala jenis mikroba yang mungkin 
terdapat pada sampel bunga-bungaan. Sampel yang digunakan pada penelitian ini 
adalah komoditas bunga-bungaan lokal Indonesia antara lain bunga lengkuas merah, 
kamboja merah, jarak betawi, alamanda dan kencana ungu. Pertama, masing-masing 
sampel bunga ditimbang sebanyak 5 gram, kemudian dilarutkan ke dalam erlenmenyer 
berisi 45 ml akuades steril dan dihaluskan menggunakan stomacher dengan 
kecepatan normal selama 30 detik, tujuannya untuk mendapatkan larutan yang 
homogen berisi mikroorganisme hasil sampling. Sampel yang telah dihomogenkan 
kemudian diambil sebanyak 1 ml dan diinokulasi ke media YPGA menggunakan teknik 























Gambar 3.8 Diagram Alir Isolasi Khamir dari Sampel 
 
3.3.5. Seleksi Khamir Thermotolerant (Nurcholis et al., 2020) 
Tahapan ini dilakukan untuk menseleksi isolat khamir yang bersifat 
thermotolerant sesuai dengan tujuan awal penelitian. Seleksi isolat khamir 
thermotolerant dilakukan setelah sampel ditumbuhkan pada suhu 30°C selama 24 
jam. Langkah pertama menambahkan 1 ml chloramphenicol 0.05% ke 10 ml YPGB 
steril untuk mencegah tumbuhnya bakteri kontaminan. Diambil 1 ose mikroorganisme 
yang tumbuh dari YPGA dan diinokulasikan ke YPGB + chloramphenicol 0,05% untuk 





tumbuh di media YPGB diinokulasikan pada media YPG agar dengan metode spread 
plate dan diinkubasi dengan suhu meningkat bertahap dari 37oC, 40°C, 42°C, dan 
45°C, masing-masing selama 24 jam. Khamir yang berhasil tumbuh di suhu 40°C 














Gambar 3.9 Diagram Alir Seleksi Khamir Thermotolerant 
3.3.6. Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis Isolat Khamir Thermotolerant 
(Nurcholis et al., 2020). 
Isolat murni mikroorganisme thermotolerant yang diperoleh kemudian 
diidentifikasi secara makroskopis dan mikroskopis untuk memberi gambaran secara 
umum mengenai spesies khamir yang diisolasi. Pengamatan dilkukan dengan terlebih 
dahulu menumbuhkan isolat pada media, kemudian di inkubasi selama 24 jam. 
Beberapa parameter yang diidentifikasi mencakup warna, tekstur, penampakan 





juga mengidentifikasi parameter yang sama, hanya saja menggunakan bantuan 








Gambar 3.10 Diagram Alir Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis Isolat Khamir 
3.3.7. Uji Ketahanan Suhu Isolat Khamir Bunga Lokal (Chamnipa et al., 2018) 
Uji ketahanan suhu isolat khamir bunga lokal dilakukan untuk menguji 
kemampuan sel khamir untuk bertahan hidup pada suhu tinggi. Menurut (Choudhary, 
Singh and Nain, 2016), khamir thermotolerant merupakan khamir yang dapat 
bertahan hidup di suhu diatas 40°C. Uji ini bertujuan agar isolat yang akan diuji lanjut 
sifat thermotolerantnya adalah khamir yang dapat tumbuh di suhu 40°C, hasil skrining 
yang sebelumnya telah dilakukan pada Bagian 3.3.5. Pertama, isolat thermotolerant 
hasil skrining awal diinokulasikan pada media YPGB untuk diinkubasi pada suhu 
30°C dalam shakerwaterbath selama 18 jam. Langkah berikutnya adalah mengambil 
1 ml Isolat untuk disentrifugasi pada 5000 rpm, 4°C selama 5 menit. Supernatan 
dibuang dan pelet dicuci dengan dH2O steril kemudian divortex, kemudian diukur OD 
pada absorbansi 660 nm dan dihitung untuk spot test. Dibuat serial pengenceran 100, 
10-1, 10-2, 10-3, dan 10-4 dan ditotol 5µl dari setiap pengenceran ke media YPGA, 
kemudian YPGA diinkubasi pada suhu 30°C, 37°C, 40°C, 42°C, dan 45°C selama 48 










Gambar 3.11 Diagram Alir Uji Ketahanan Suhu Isolat Khamir Bunga Lokal 
 
3.3.8. Uji Ketahanan Etanol Konsentrasi Tinggi Isolat Khamir Bunga Lokal 
Uji ketahanan etanol dilakukan untuk menguji kemampuan sel khamir untuk 
bertahan hidup pada konsentrasi etanol tinggi. Hal ini dilakukan dengan asumsi 
bahwa khamir yang tahan terhadap konsentrasi etanol tinggi adalah khamir penghasil 
etanol. Langkah yang dilakukan adalah, menginokulasi isolat thermotolerant hasil 
skrining awal pada media YPGB untuk diinkubasi pada suhu 30°C dalam inkubator 
selama 18 jam, kemudian membuat media YPGA yang ditambahkan etanol dengan 
konsentrasi yang berbeda, yaitu konsentrasi 0%; 2,5%; 5%; 7,5%; dan 10%.  Setelah 
18 jam, isolat pada YPGB diambil sebanyak 3 ml untuk disentrifugasi pada 5000 rpm, 
4°C selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pelet dicuci dengan dH2O steril 
kemudian divortex. OD diukur pada absorbansi 660 nm dan disesuaikan menjadi OD 
0,1 untuk spot test. Pelet tersebut kemudian dibuat serial pengenceran 100, 10-1, 10-2, 
10-3, dan 10-4   lalu ditotol 5µl dari setiap pengenceran ke media YPGA yang telah 
ditambahkan etanol tersebut. Media kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 
jam dan diamati pertumbuhan isolat. Adapun proses uji ketahanan etanol isolat 










Gambar 3.12 Diagram Alir Uji Ketahanan Suhu Isolat Khamir Bunga Lokal 
3.3.9. Fermentasi dan Analisa Kadar Etanol Isolat (Nurcholis et al., 2020) 
Tahapan ini dilakukan untuk menguji potensi isolat khamir thermotolerant dalam 
memproduksi etanol. Pertama, diambil 10 ml isolat khamir thermotolerant kemudian 
diinokulasikan pada 90 ml media YPGB + glukosa 10% kemudian diinkubasi selama 48 jam 









Gambar 3.13 Diagram Alir Fermentasi dan Analisa Kadar Etanol Isolat 
3.4 Pelaksanaan  
Berikut dilampirkan jadwal kegiatan penelitian “Isolasi Khamir Thermotolerant Untuk 
Produksi Bioetanol dari Bunga Lokal Indonesia” pada tabel 3.1. 
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3.5 Pengamatan dan Analisis Data 
Pengamatan data dilakukan secara kualitatif dengan identifikasi makroskopis dan 
mikroskopis koloni dan skrining khamir thermotolerant yang selanjutnya dianalisis secara 
deskriptif dengan menyebutkan ciri-ciri koloni sesuai dengan parameter yang ditentukan dan 
mengamati pertumbuhan khamir sesuai dengan suhu inkubasi. Pengamatan secara 
kuantitatif dilakukan dengan mengukur kadar gula sampel, membuat kurva pertumbuhan 
mikroba, dan mengukur kadar etanol hasil fermentasi menggunakan GC dimana data yang 
diperoleh akan dianalisis menggunakan metode deskriptif yang akan disajikan dalam bentuk 









HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Analisis Kadar Gula Bunga Lokal Indonesia 
Uji kadar gula terhadap sampel bunga lokal Indonesia dilakukan untuk melihat 
potensi sampel sebagai penghasil khamir thermotolerant. Sampel yang memiliki kadar gula 
yang tinggi diasumsikan sebagai tanaman penghasil khamir, sebab khamir menyukai habitat 
dengan kadar gula tinggi sebagai nutrisi bagi dan juga sebagai substrat ketika khamir 
berfermentasi (Walker and Stewart, 2016).  
Pada percobaan ini pengujian kadar gula dilakukan dengan melakukan teknik 
sampling dengan menghancurkan sampel bunga yang sudah dilarutkan akuades steril 
menggunakan stomacher. Larutan tersebut kemudian ditambahkan DNS dan dipanaskan 
lalu diujikan pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm. Berdasarkan 
pengujian larutan standar glukosa didapatkan persamaan regresi linier sebagai berikut ; y= 
0,061x - 0,005 yang kemudian digunakan untuk menghitung konsentrasi kadar gula sampel 





Kencana Ungu 92,9  
Alamanda 88,6 
Lengkuas Merah 45,6 
Jarak Betawi 44,7 
Kamboja Merah 10,1 
Tabel 4.1 Hasil Uji Kadar Glukosa Sampel Bunga 
Berdasarkan hasil tersebut diketahui bahwa sebagian besar sampel bunga lokal 
yang dipilih memiliki kadar glukosa yang tinggi karena melebihi angka konsentrasi 10 mg/ml. 
Bunga kencana ungu adalah sampel yang mengandung kadar glukosa tertinggi, dan bunga 






 Menurut De La Barrera and Nobel (2004) glukosa pada bunga didapatkan dari 
nektar yang konsentrasinya sekitar 10-30% dari massa bunga berdasarkan spesiesnya. 
Konsentrasi dari glukosa tersebut sekitar 34% dari nektar terlarut, sehingga dalam 5 gram 
bunga yang dilarutkan dalam 45 ml akuades steril didapatkan minimal sekitar 3,74 - 11,2 
mg/ml glukosa. Berdasarkan hal tersebut bunga lokal yang dipilih telah memenuhi kualifikasi 
untuk diujikan lebih lanjut pada tahap isolasi khamir, sehingga kemudian dilakukan teknik 
sampling kepada lima sampel untuk melihat apakah terdapat khamir yang dapat diisolasi. 
4.2 Isolasi Awal dan Seleksi Khamir Thermotolerant 
Isolasi awal khamir dilakukan pada kelima sampel bunga lokal yang sebelumnya telah 
diuji kadar gulanya. Isolasi ini menggunakan teknik sampling yang dilanjutkan dengan 
pengkayaan yaitu menumbuhkan sampling pada media khusus khamir YPGA (Yeast extract 
Peptone Glucose Agar) dengan metode spread plate. Inkubasi proses ini dilakukan selama 
24 jam dengan suhu 30℃ sebab pada rentang suhu 25℃-30℃ pertumbuhan khamir sangat 
optimal  (Yalcin and Ozbas, 2008). Pemilihan waktu inkubasi 24 jam didasarkan pada lama 
waktu khamir berada dalam fase eksponensial yaitu mulai jam ke 7 hingga jam ke 24, dan 
setelah jam ke 24 dimulai fase stasioner (Walker et al., 2000). Sampel bunga lokal yang 
memiliki isolat dengan karakter seperti khamir kemudian diseleksi kembali dengan 
melakukan inokulasi menggunakan metode streak plate. Adapun karakter isolat khamir yang 
dimaksud antara lain berwarna putih atau cream kekuningan, koloninya bulat dan memiliki 
elevasi serta tepian rata, juga biasanya tidak berlendir dan memiliki spora (Simbolon et al., 
2018) 
Seleksi isolat tersebut menggunakan media YPGA yang ditambahkan 
Chloramphenicol 0,05% dengan tujuan sebagai senyawa antibakteri. Kemampuan 
Chloramphenicol sebagai agen antibakteri cukup luas karena mampu menghambat 
pertumbuhan semua bakteri, baik bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif (Akbar et 
al., 2019). Penambahan agen antibakteri ini akan memperbesar peluang isolat yang 
didapatkan adalah khamir. Suhu inkubasi yang dipilih adalah suhu 30℃ sebagai suhu 
kontrol. Kemudian suhu 37℃ sebagai rentang suhu yang cocok untuk khamir tumbuh juga 
memfasilitasi khamir untuk beradaptasi dengan suhu yang lebih tinggi, dan suhu 40℃ 
sebagai suhu tinggi yang akan digunakan pada proses fermentasi. Pada penelitian diperoleh 
12 isolat dari sampel bunga lokal Indonesia, yaitu 2 isolat dari masing-masing sampel. 


















Gambar 4.1 Kenampakan Isolat Khamir dari Bunga Lokal Inkubasi Suhu 40℃ 
(a. Lengkuas Merah; b. Kencana Ungu; c. Alamanda; d. Kamboja Merah; e.Jarak Betawi) 
Berdasarkan hasil tersebut diketahui bahwa didapatkan 3 isolat yang berasal dari 
bunga lengkuas merah, kencana ungu, dan alamanda. Pada media yang diisolasi dari 
bunga kamboja merah dan jarak betawi isolat yang diperoleh hanya mampu bertahan hidup 
hingga suhu 37℃, sehingga tidak didapatkan isolat yang tahan pada suhu 40℃.  
4.3 Ketahanan Isolat Khamir dari Bunga Lokal Terhadap Suhu Tinggi 
Uji ketahanan suhu dilakukan untuk mengonfirmasi bahwa isolat yang didapatkan 
memiliki kemampuan thermotolerant seperti yang diharapkan. Pengujian secara kualitatif 
menggunakan metode spot test pada media YPGA, sedangkan pengujian secara kuantitatif 
dilakukan dengan pengukuran OD isolat khamir. OD awal pengujian terlebih dahulu 
disamakan untuk hasil yang lebih akurat. Pada uji kualitatif spot test disamakan menjadi OD 
1, sedangkan pada uji kuantitatif disamakan menjadi OD 0,1. Berikut ditampilkan hasil uji 
kuantitatif OD terhadap suhu tinggi pada Gambar 4.2 dan dokumentasi uji kualitatif spot test 
akan ditampilkan pada Gambar 4.3 sedangkan tabel hasil uji kuantitatif dilampirkan pada 
Lampiran 2 dan Lampiran 3. 










Gambar 4.2 Hasil Pengujian Optical Density Uji Ketahanan Suhu Isolat Khamir di jam ke-24 
dan jam ke-48 
Berdasarkan hasil uji kualitatif berikut, diketahui bahwa semua sampel bunga dan 
kontrol dapat tumbuh baik di suhu 30-45℃. Hal ini ditunjukkan dengan pertumbuhan isolat 
khamir yang melebihi OD 1, dimana jumlah sel khamir yang tumbuh diperkirakan lebih dari 
1,85 x 10-7 cells/ml (Day et al., 2004). Pada jam ke-24 rerata isolat berhasil tumbuh optimal 
di kisaran suhu 40-42℃. Isolat khamir dari bunga kencana ungu dan bunga alamanda 
menunjukkan nilai OD yang tinggi ketika di inkubasi pada suhu 42℃, sedangkan isolat 
khamir dari bunga lengkuas merah menunjukkan nilai OD yang tinggi ketika di inkubasi pada 
suhu 40℃. Pada jam ke-48 sebagian besar isolat mengalami peningkatan nilai OD 
dibanding pada jam ke-24. Semua isolat khamir mencapai nilai OD tertinggi pada suhu 
inkubasi 37℃ dan 40℃, dan hanya isolat dari bunga merah saja yang tumbuh tinggi di suhu 
42 dan 45 ℃. Hal ini menunjukkan bahwa inkubasi suhu tinggi akan mempercepat fase 
fermentasi khamir sehingga lebih cepat etanol dihasilkan, dan menyebabkan kematian sel 



















Gambar 4.3 Hasil Uji Spot Test Ketahanan Suhu Isolat Khamir Inkubasi a) 24 jam ; 
b) 48 jam 
Menurut Redon, 2011 suhu optimal yang biasa digunakan untuk menginkubasi 
khamir adalah rentang suhu 30-37℃, sebab diatas suhu tersebut sel akan mengalami stress 
dan menyebabkan kematian sel (lisis). Pada proses fermentasi pun suhu diatas rentang 
tersebut dapat menyebabkan kemacetan fermentasi, namun pada eberapa spesies dan 
strain khamir ditemukan kemampuan adaptasi terhadap suhu tinggi (Redón et al., 2011). Hal 
ini ditunjukkan pada isolat khamir hasil isolasi dari bunga lokal Indonesia yang telah diuji 
berikut. 
Kemampuan adaptasi ini bisa bermula karena lingkungan hidup yang ekstrim, bisa 
juga terjadi akibat adanya mutasi yang disengaja pada beberapa strain khamir. Beberapa 
mengatasi stress panas jangka pendek dengan menjalani serangkaian respon yang biasa 
disebut respon kejut panas (Heat shock respons) atau biasa disingkat HSR (Verghese et al., 
2012). Hal ini termasuk represi biosintesis protein, perubahan ekspresi gen yang diakibatkan 
HSR dapat menyebabkan represi kapasitas biosintesis protein sehingga akan mengkode 
protein kejut panas ( Heat shock protein ) atau biasa disingkat HSP. Heat shock protein 
biasa berfungsi sebagai molekul pendamping untuk melindungi protein, dan melipat kembali 
protein yang rusak (Tiwari et al., 2015). Respon toleransi ini dapat ditemukan di beberapa 
spesies khamir, antara lain S. cerevisiae, C.albicans, N.crassa, Pichia sp (Tiwari et al., 
2015).  
Respon toleransi terhadap suhu tinggi yang berkepanjangan disebut juga dengan 
fenotip pertumbuhan suhu tinggi ( High temperature growth phenotype ) atau biasa disingkat 
Htgp. Berbeda dengan HSR yang memengaruhi gen di tingkat ekspresi, Htgp dapat 
diturunkan meskipun mekanisme perubahan genetiknya belum diketahui secara pasti (Sinha 
et al., 2006). Salah satu spesies khamir yang memiliki kemampuan ini adalah S.cerevisiae 
(Huang et al., 2018). 
4.4 Ketahanan Isolat Khamir dari Bunga Lokal Terhadap Etanol Konsentrasi Tinggi 
Uji ketahanan etanol dilakukan untuk mengonfirmasi bahwa isolat yang didapatkan 
memiliki kemampuan ethanol-tolerant seperti yang diharapkan. Pengujian secara kualitatif 
menggunakan metode spot test pada media YPGA, sedangkan pengujian secara kuantitatif 
dilakukan dengan pengukuran OD isolat khamir jam ke-24 dan 48 di suhu 30˚C dimana 
media yang digunakan sebelumnya telah ditambahkan etanol dengan konsentrasi 0%, 
2.5%, 5%, 7.5%, dan 10%. OD awal pengujian terlebih dahulu disamakan untuk hasil yang 





kuantitatif disamakan menjadi OD 0,1. Berikut ditampilkan hasil uji kuantitatif OD terhadap 
kadar etanol tinggi pada Gambar 4.4 sedangkan dokumentasi uji kualitatif spot test 
ditampilkan pada Gambar 4.5 dan tabel hasil uji kuantitatif akan dilampirkan pada Lampiran 






Gambar 4.4 Hasil Pengujian Optical Density Uji Ketahanan Etanol Isolat Khamir di jam ke-
24 dan jam ke-48 
 
Berdasarkan hasil uji kualitatif berikut, diketahui bahwa pertumbuhan isolat khamir 
menurun seiring dengan meningkatnya konsentrasi etanol. Hal ini juga dapat dilihat pada 
hasil spot test yang menunjukkan tidak adanya sel tumbuh di konsentrasi etanol tinggi. 
Sesuai dengan pernyataan Stanley et al., (2010) bahwa kosentrasi etanol yang tinggi akan 
menyebabkan berkurangnya vitalitas sel dan menyebabkan kematian. Keberadaan etanol 





















Gambar 4.5 Hasil Uji Spot Test Ketahanan Etanol Isolat Khamir Inkubasi a) 24 jam 
; b) 48 jam 
Diketahui pula pada jam ke 48 semua sampel bunga dan kontrol dapat tumbuh baik 
hingga konsentrasi etanol 7,5%. Hal ini ditunjukkan dengan pertumbuhan isolat khamir yang 
melebihi OD 1 di konsentrasi 2,5%, dimana jumlah sel khamir yang tumbuh diperkirakan 
lebih dari 1,85 x 10-7 cells/ml (Day et al., 2004). Kemudian adanya peningkatan nilai OD 
pada konsentrasi 5% dan 7,5%. Fenomena berikut menunjukkan adanya pergeseran laju 
pertumbuhan sel, dimana laju pertumbuhan sel akan semakin lama seiring dengan 
meningkatnya konsentrasi etanol pada media. Penambahan etanol akan menghambat 
pertumbuhan sel di tahap interfase sehingga laju pertumbuhan sel tertunda (Kubota et al., 
2004). Pada penelitian, tidak ditemukan adanya pertumbuhan sel khamir pada konsentrasi 
etanol 10%. Hal ini sesuai dengan pernyataan Thammasittirong et al., (2013) bahwa etanol 
dengan kosentrasi diatas 8% (v/v) akan menyebabkan membran sel terhiperpolasi sehingga 
integritas membran sel menurun, dan menyebabkan gangguan pada beberapa jalur 
metabolisme.  
Terdapat beberapa spesies khamir yang dapat beradaptasi dengan kondisi etanol 
yang tinggi, salah satunya adalah S.cerevisiae yang memiliki mekanisme pertahanan 
dengan menghasilkan respon heat shock yang menginduksi hsp. Adapun fungsi HSP 
secara umum sama seperti pada respon suhu tinggi. HSP104 adalah protein yang secara 
khusus berfungsi untuk pertahanan pada fase stasioner, pertahanan terhadap suhu tinggi 
dan toleransi terhadap etanol (Tiwari et al., 2015). 
4.5 Identifikasi Isolat Khamir 
Identifikasi dilakukan untuk mengetahui dan memastikan apakah isolat yang 
didapatkan merupakan isolat khamir dilihat dari karakteristik yang dimiliki isolat. Adapun 
macam identifikasi yang dilakukan ada 2 yaitu identifikasi makroskopis dan identifikasi 
mikroskopis. Identifikasi makroskopis dapat dilihat pada Tabel 4.2, sedangkan identifikasi 
mikroskopis dapat dilihat pada Tabel 4.3 dan Gambar 4.6 sebagai berikut. 
Tabel 4.2 Morfologi Makroskopis Isolat Khamir Thermotolerant 
Isolat 
Morfologi Makroskopis 
Warna Tekstur Permukaan Bentuk Koloni Tepi Koloni 
BLM Cream Smooth Flat Circular Entire 





ALA Pink Smooth Flat Punctiform Entire 
 BLM = Bunga Lengkuas Merah; BKU = Bunga Kencana Ungu; ALA = Alamanda 
 
Tabel 4.3 Morfologi Mikroskopis Isolat Khamir Thermotolerant 
Isolat 
Morfologi Mikroskopis 
Bentuk Sel Pola Pertunasan Pseudohifa / Hifa Sejati 
BLM Circular Polar - 
BKU Oval Multilateral Pseudohifa 
ALA Oval Multilateral Pseudohifa 






Gambar 4.6 Hasil Pengamatan Mikroskopis Isolat Khamir dari Bunga Lokal Perbesaran 40x 
Berdasarkan hasil pengamatan Tabel 4.2 dan Tabel 4.3 diketahui bahwa ketiga 
sampel memiliki ciri yang berbeda. Pada Isolat khamir dari bunga lengkuas merah 
didapatkan karakteristik menyerupai spesies Saccharomyces cerevisiae yaitu penampakan 
makroskopis yang berwarna putih cream, bentuk permukaan yang datar dengan tepi koloni 
penuh atau entire dan bentuk koloni yang circular (Kovačević, 2015). Penampakan sel yang 
polar dan circular juga sesuai dengan karakter S.cerevisiae sesuai penjelasan (Kovačević, 
2015). 
Pada isolat khamir dari bunga lengkuas ungu ditemukan ciri maksroskopis 
menyerupai khamir genus Pichia sp yaitu memiliki warna krem, tekstur smooth, dengan 
tepian undulate dan bentuk koloni circullar (Ruriani, 2012). Kenampakan mikroskopis oval 





dengan pola pertunasan multirateral juga sesuai dengan karakterisitik Pichia kudriavzevii 
(Ruriani, 2012). 
Isolat khamir dari bunga Alamanda ditemui karakteristik yang berbeda yaitu warna 
isolat merah muda, dengan permukaan flat dan tekstur halus. Karakteristik berikut sesuai 
dengan genus Rodhotorula atau Rhodosporidium. Menurut Lyman et al., (2019) khamir 
berwarna merah ini memiliki karakteristik sel berbentuk oval dan memiliki pseudohifa, 
meskipun khamir ini bersifat patogen tetapi Rodhotorula banyak dikembangkan untuk biofuel 
(Lyman et al., 2019).  
Perlu dilakukan identifikasi molekuler untuk mengetahui spesies isolat, akan tetapi 
pada penelitian ini tahapan tersebut tidak dilakukan karena penelitian fokus kepada isolasi 
khamir yang bersifat thermotolerant, sehingga identifikasi makroskopis dan mikroskopis 
dirasa cukup untuk memastikan apakah isolat yang didapatkan merupakan khamir. 
4.6 Potensi Isolat Khamir dalam Menghasilkan Etanol 
Pengujian potensi isolat khamir dalam menghasilkan etanol dilakukan dengan dua 
cara, yang pertama adalah dengan uji tabung durham. Uji tabung durham dilakukan untuk 
menunjukkan terjadinya fermentasi yang ditandai dengan terbentuknya gelembung 
(Yuangsaard et al., 2013). Isolat yang menghasilkan banyak gelembung akan dipilih untuk 
diujikan pada uji Gas Chromatography. Hasil percobaan tabung durham ditampilkan 
pada Tabel 4.4 dan dokumentasi dilampirkan pada  
Lampiran 6. 
Tabel 4.4 Perbandingan Hasil Uji Tabung Durham Inkubasi 48 Jam 40℃ antara Isolat 
Khamir Thermotolerant dengan Kontrol 
Isolat 





Keterangan. (+++) = lebih banyak dari kontrol, (++) = sama dengan kontrol, (+) = lebih 





b)  c)  
Berdasarkan hasil diatas, diketahui bahwa seluruh isolat khamir dari bunga lokal 
Indonesia menghasilkan gelembung yang setara bahkan lebih dari kontrol. Adanya 
gelembung tersebut mengindikasikan terjadi fermentasi khamir pada inkubasi suhu 40℃ 
(Yuangsaard et al., 2013). Dapat diasumsikan bahwa seluruh isolat memiliki potensi sebagai 






Gambar 4.7 Hasil pengukuran kadar etanol (%) isolat bunga lokal Indonesia setelah 
fermentasi 24 jam suhu 40˚C 
Berdasarkan Gambar 4.7, isolat yang menghasilkan kadar etanol tertinggi adalah 
isolat ALA dan BLM, sehingga kedua isolat ini akan diujikan lebih lanjut dengan mengukur 
kadar etanol di jam ke-48 dan dilakukan pengulangan sebanyak 1 kali serta diuji kadar 
etanol pada suhu 30˚C. Pembatasan sampel yang dipilih dilakukan untuk menyesuaikan 

















Gambar 4.8 Hasil pengukuran kadar etanol (%) isolat bunga lokal Indonesia setelah 
fermentasi a) 24 jam suhu 40˚C – Ulangan Kedua ; b) 48 jam suhu 40˚C - Ulangan Kesatu ; 
c) 48 jam suhu 40˚C – Ulangan Kedua ; d) 24 jam suhu 30 ˚C ; e) 48 jam suhu 30˚C 
 
Berdasarkan Gambar 4.8 disimpulkan bahwa isolat thermotolerant dari bunga lokal 
Indonesia dapat tumbuh baik di suhu tinggi, dibuktikan dengan nilai OD yang didapatkan 
(data dilampirkan pada Lampiran 7 dan Lampiran 8 Hasil Pengukuran Optical Density 
pada Fermentasi Etanol Isolat Khamir Thermotolerant Suhu 30˚C Jam ke-24 dan 48), meski 
begitu isolat tidak memiliki potensi penghasil etanol sebab kadar etanol yang dihasilkan 
rendah. Banyak penyebab yang dapat menjelaskan rendahnya kadar etanol, pertama 
kondisi fermentasi isolat yang tidak optimal. Hal ini dibuktikan dengan kadar etanol dari 
mikroorganisme kontrol yang rendah. Kontrol yang digunakan adalah Kluyveromyces 
marxianus yang sudah seharusnya memiliki kemampuan penghasil etanol yang tinggi 
(Choudhary et al, 2016). Ketika dilakukan pengujian di suhu 30 ˚C, pertumbuhan isolat 
khamir saat fermentasi cukup tinggi akan tetapi hasil etanolnya rendah. Hal ini tidak sesuai 
dengan pernyataan Nonklang et al., (2008) dimana fermentasi oleh K.marxianus di suhu 30 
˚C menunjukkan kadar etanol yang tinggi karena sel khamir tidak mengalami stress dan 
cenderung tumbuh di suhu optimal.  
Konsentrasi glukosa yang digunakan pada fermentasi adalah glukosa 2%. Menurut 
Wignyanto et al., (2013) kadar gula optimum untuk fermentasi penghasil etanol adalah 10%. 
Dapat disimpulkan bahwa, glukosa sebagai nutrien bagi khamir berfermentasi tidak cukup 
banyak sehingga etanol yang dihasilkan juga tidak tinggi. Agitasi juga menjadi faktor yang 
penting pada kadar etanol yang dihasilkan. Menurut Azhar et al., (2017) laju agitasi dapat 
mengontrol permeabilitas nutrien ke dalam sel, dan mengeluarkan hasil metabolisme 
khususnya etanol dari sel menuju ke broth media. Azhar juga menyatakan bahwa semakin 
tinggi laju agitasi maka semakin banyak pula etanol yang dihasilkan. Pada penelitian ini 
agitasi yang digunakan adalah shaker waterbath dengan kecepatan ± 100 rpm, namun pada 
beberapa durasi fermentasi alat yang digunakan mati sehingga menyebabkan kondisi 
agitasi yang kurang optimum. Agitasi yang tidak optimum menjadikan rendahnya kadar 






BAB V.   KESIMPULAN DAN SARAN  
5.1. Kesimpulan 
Bietanol merupakan salah satu sumber energi alternatif yang perlu dikembangkan untuk 
memenuhi kebutuhan bahan bakar di dunia. Produksi bioetanol dilakukan dengan 
fermentasi etanol oleh mikroba seperti bakteri dan khamir. Penggunaan khamir dalam 
proses produksi etanol memiliki banyak keuntungan dibanding dengan mikroba lain, 
khususnya khamir thermotolerant karena mampu bertahan dan bermetabolisme dengan 
baik di suhu tinggi. Khamir thermotolerant pada fermentasi etanol suhu tinggi juga dapat 
mengurangi resiko kontaminasi dan mengurangi biaya untuk pendinginan sehingga cocok 
untuk produksi skala industri. 
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan mengisolasi khamir thermotolerant yang diambil 
dari bunga lokal Indonesia dan melihat potensi khamir tersebut dalam memproduksi etanol. 
Dipilih bunga lokal Indonesia sebagai sumber isolat karena bunga merupakan habitat yang 
baik bagi khamir thermotolerant untuk tumbuh dan beradaptasi dengan suhu tinggi juga 
intensitas cahaya matahari yang tinggi.  
Isolasi khamir dilakukan dengan teknik sampling, dimana sampel diinkubasi bertahap 
mulai suhu 30℃ hingga suhu 45℃. Isolat yang didapat kemudian diseleksi dan distreak 
kembali hingga mendapatkan isolat tunggal, yang selanjutnya diuji ketahanan suhu dan 
etanolnya. Pada penelitian ini didapatkan 3 isolat tunggal masing-masing dari bunga 
kencana ungu, bunga lengkuas merah, dan bunga alamanda yang mampu tumbuh baik 
hingga suhu 45℃ dan tahan etanol hingga konsentrasi 7,5%. Tiga isolat tersebut berikutnya 
diidentifikasi secara mikroskopik dan makroskopik kemudian diuji potensinya dalam 
menghasilkan etanol. Uji potensi etanol dilakukan dengan uji tabung durham dengan melihat 
banyak gelembung yang dihasilkan dan dengan uji kadar etanol menggunakan gas 
chromatography pada fermentasi suhu 40℃ selama 24 dan 48 jam. Didapatkan hasil bahwa 
ketiga isolat mampu melakukan fermentasi di suhu tinggi, akan tetapi kadar etanol yang 
dihasilkan rendah yaitu hanya berkisar antara 0,11%-0,13%. Berdasarkan hal tersebut 
diketahui bahwa ketiga isolat merupakan khamir thermotolerant yang dapat dimanfaatkan 
dalam produksi bioetanol skala industri, akan tetapi perlu dilakukan pengubahan materi 







Beberapa saran yang dapat diberikan untuk peneliti berikutnya yang ingin mengambil 
topik serupa maupun ingin melanjutkan penelitian antara lain melakukan proses isolasi 
dengan langsung menumbuhkan isolat di suhu 40˚C tanpa perlu diseleksi di suhu 30˚C 
untuk efektivitas penelitian. Saran berikutnya adalah menguji terlebih dahulu kemampuan 
produksi etanol dari isolat yang didapatkan sehingga bisa dipastikan bahwa isolat khamir 
yang diperoleh juga merupakan khamir penghasil etanol, kemudian peneliti lain dapat 
melakukan eksplorasi kondisi optimum fermentasi seperti suhu, agitasi, dan konsentrasi 
gula untuk mendapatkan etanol dengan jumlah yang maksimal. Perlu juga dilakukan 
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y= 0,061x - 0,005 
 
Data Hasil Pengukuran Absorbansi Glukosa λ 660 nm  







Data Hasil Pengukuran Absorbansi Sampel λ 660 nm  
Sampel Absorbansi Konsentrasi (mg/ml) 
Kencana Ungu 0,562 092,9 
Alamanda 0,536 088,6 
Lengkuas Merah 0,273 045,6 

























Kamboja Merah 0,057 010,1 
 
Lampiran 2 Hasil Pengujian Optical Density Isolat Khamir Thermotolerant Pada Suhu 
30,37,40,42,45˚C di Jam ke-24  
Sampel Suhu (˚C) 
Pengukuran OD Jam ke- 24 
Ulangan 1 Ulangan 2 Rata - Rata 
Kontrol 30 1.046 0.931 
0.989 
37 1.249 1.123 1.186 
40 1.233 1.088 1.161 
42 1.139 1 1.070 
45 1.184 0.993 1.089 
Kencana Ungu 30 1.087 1.071 1.079 
37 1.08 1.013 1.047 
40 1.095 1.212 1.154 
42 1.221 1.151 1.186 
45 0.868 1.227 1.048 
Lengkuas Merah 30 1.068 0.992 1.030 
37 1.206 0.955 1.081 
40 1.262 1.148 1.205 
42 1.163 1.225 1.194 
45 1.11 1.085 1.098 
Alamanda 30 0.877 0.767 0.822 
37 1.021 0.966 0.994 
40 1.09 1.042 1.066 
42 1.24 1.218 1.229 












Lampiran 3 Hasil Pengujian Optical Density Isolat Khamir Thermotolerant Pada Suhu 
30,37,40,42,45˚C di Jam ke-48 
Sampel Suhu (˚C) 
Pengukuran OD Jam ke- 48 
Ulangan 1 Ulangan 2 Rata - Rata 
Kontrol 30 1.424 1.428 1.426 
37 1.654 1.475 1.5645 
40 1.646 1.513 1.5795 
42 0.653 0.766 0.7095 
45 0.618 0.818 0.718 
Kencana Ungu 30 1.504 1.311 1.4075 
37 1.641 1.459 1.55 
40 1.54 1.589 1.5645 
42 1.459 1.191 1.325 
45 1.099 1.569 1.334 
Lengkuas Merah 30 1.309 1.348 1.3285 
37 1.839 1.309 1.574 
40 1.558 1.22 1.389 
42 0.557 0.801 0.679 
45 0.814 1.276 1.045 
Alamanda 30 1.365 1.479 1.422 
37 1.895 1.667 1.781 
40 1.181 1.702 1.4415 
42 0.585 0.563 0.574 







Lampiran 4 Hasil Pengujian Optical Density Isolat Khamir Thermotolerant Pada Suhu 
30˚C dengan Perlakuan Penambahan Etanol Pada Jam ke-24  
Sampel % Etanol 
Pengukuran OD Jam ke- 24 
Ulangan 1 Ulangan 2 Rata - Rata 
Kontrol   00.00 0,765 1,115 0,940 
02.5 0,631 0,707 0,669 
05.0 0,316 0,285 0,301 
07.5 0,046 0,001 0,024 
10.0 0,002 0,001 0,002 
Kencana Ungu   00.00 0.936 1.098 1.017 
02.5 0.818 0.821 0.820 
05.0 0.52 0.335 0.428 
07.5 0.063 0.003 0.033 
10.0 0.002 0.001 0.002 
Lengkuas Merah   00.00 0.976 1.081 1.029 
02.5 0.748 0.805 0.777 
05.0 0.404 0.405 0.405 
07.5 0.002 0.004 0.003 
10.0 0.001 0.002 0.002 
Alamanda   00.00 1.015 1.083 1.049 
02.5 0.851 0.809 0.830 
05.0 0.41 0.32 0.365 
07.5 0.009 0.002 0.006 






Lampiran 5 Hasil Pengujian Optical Density Isolat Khamir Thermotolerant Pada Suhu 
30˚C dengan Perlakuan Penambahan Etanol Pada Jam ke-48 
Sampel % Etanol 
Pengukuran OD Jam ke- 48 
Ulangan 1 Ulangan 2 Rerata 
Kontrol   00.00 1,668 1,670 1,669 
02.5 1,411 1,709 1,560 
05.0 0,395 0,585 0,490 
07.5 0,576 0,357 0,467 
10.0 0,002 0,003 0,003 
Kencana Ungu   00.00 1.69 1.774 1.732 
02.5 1.322 1.745 1.5335 
05.0 0.901 0.582 0.7415 
07.5 0.299 0.335 0.317 
10.0 0.006 0.002 0.004 
Lengkuas Merah   00.00 1.528 1.538 1.533 
02.5 1.505 1.332 1.4185 
05.0 0.945 0.56 0.7525 
07.5 0.252 0.295 0.2735 
10.0 0.003 0.003 0.003 
Alamanda   00.00 1.681 1.761 1.721 
02.5 1.413 1.707 1.56 
05.0 0.692 0.584 0.638 
07.5 0.372 0.124 0.248 
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Lampiran 7 Hasil Pengukuran Optical Density pada Fermentasi Etanol Isolat Khamir 
Thermotolerant Suhu 40˚C Jam ke-24 dan 48 
Isolat 
Pengukuran OD Jam ke- 24 Pengukuran OD Jam ke- 48 
Ulangan 1 Ulangan 2 Rerata Ulangan 1 Ulangan 2 Rerata 
Kontrol 0,926 0,990 0,958 0,991 0,435 0,713 
Kencana 
Ungu 
1,702 - 1,702 1,796 - 1,796 
Lengkuas 
Merah 
1,676 1,588 1,632 1,880 1,815 1,847 
Alamanda 1,980 1,779 1,879 2,114 1,993 2.053 
 
Lampiran 8 Hasil Pengukuran Optical Density pada Fermentasi Etanol Isolat Khamir 
Thermotolerant Suhu 30˚C Jam ke-24 dan 48 
Isolat 
Pengukuran OD 
Jam ke- 24  
Pengukuran OD 
Jam ke- 48 
Kontrol 2,183 1,860 
Lengkuas Merah 1,963 2,250 












Lampiran 9 Hasil Uji Potensi Kadar Etanol dengan Gas Chromatography 
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